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ZESTAW SERO-QUICKID
ANTYSUROWIC SALMONELLA

Do uzytku w diagnostyce in vitro

Zamierzone uzycie

Zestaw Sero-Quick ID  Salmonella firmy SSI
Diagnostica jest przeznaczony dla petnego
serotypowania S. Enteritidis (1,912:g,m:-)
i S. Typhimurium (1,4,[5],12:i1,2). Zestaw Ser-Quick
ID jest uzywany w pomocy diagnostycznej in
vitro do jakosciowego i manualnego, petnego
lub czeséciowego, serotypowania bakterii metoda
aglutynacji szkietkowej fazy H. Wazne jest, aby
do oznaczania antygendéw bakteryjnych uzywac
izolatéw czystych hodowli.

Opis

Zestaw Sero-Quick ID  Salmonella firmy SSI
Diagnostica sktada sie zosmiu fiolek (patrz tabela1).
Zawarto$¢ zestawu wystarcza na przynajmniej
30 testow petnego serotypowania. Antysurowice
Salmonella O i H sa przeznaczone do badan
przesiewowych zywych hodowli z nieselektywnej
ptytki agarowej. Antysurowice Salmonella inwersji
faz stuza do inwersji faz H.



Liczba

Antysurowice Objetosé testow

Antysurowice O O:4 3ml 150
0:9 3Iml 150
Antysurowice H H:i 3Iml 150
H:m 3ml 150
H:2 3ml 150
Hastpu 3ml 150
ety | sc2 smi | 30
SG6 3ml 30

Tabelal: Zawartos¢ zestawu Sero-Quick ID Salmonella.

Wszystkie dotaczone antysurowice Salmonella
sg absorbowane bez reakcji krzyzowych.

Antysurowice s3a poliklonalne, przygotowane
w krélikach z uzyciem szczepdw referencyjnych
zgodnie z metodami zalecanymi przez Instytut
Pasteura' i absorbowane w celu wyeliminowania
przeciwciat reagujgcych krzyzowo.

Antysurowice firmy SSI Diagnostica sg przeznaczone
wytacznie do  uzytku przez  pracownikéw
laboratoriéw i/lub pracownikéw stuzby zdrowia.

Zasada
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Kompleksy antygen-przeciwciato powstaja
(aglutynacja) po zmieszaniu hodowli bakteryjnej
ze specyficzng surowica skierowana przeciwko
sktadnikom powierzchniowym bakterii. Kompleksy
sg zwykle widoczne gotym okiem, co pozwala
na tatwe oznaczenie antygenéw O i H metoda
aglutynacji szkietkowej. Niektére hodowle sa
jednofazowe i moga by¢ bezposrednio oznaczane
metodg H, podczas gdy druga faza w hodowli
dwufazowej jest oznaczana po inwersji faz (metoda
Svenda Garda“). Po wykonaniu petnego oznaczenia
serotypu hodowli  Salmonella, nomenklature
serotypu mozna okresli¢ przy uzyciu schematu
Kauffmanna-White'a®. Zawarto$¢ zestawu jest
ograniczonadopetnegoserotypowaniaS.Enteritidis
(1,9,12:g,m:-)id S. Typhimurium (1,4,[5],12:i1,2).



Srodki ostroznosci

Przed uzyciem antysurowicy Salmonella firmy
SSI Diagnostica, nalezy potwierdzi¢, ze szczep
nalezy do rodzaju Salmonella, np. poprzez uzycie
metody biochemiczne;j.

Szorstkie hodowle/szczepy beda sie
samoaglutynowac i powodowac fatszywie
pozytywne reakcje.

Nadmierna iloé¢ hodowli w stosunku do
antysurowicy moze powodowac reakcje
fatszywie pozytywne.

W przypadku antysurowicy do aglutynacji
szkietkowej nalezy upewnic sig, ze wynik
zostanie odczytany w ciggu 10 sekund.

Zmetnienie spowodowane wytracaniem

sie lipoprotein moze wystapi¢ po dtuzszym
przechowywaniu. W przypadku wystapienia
wytracenia i/lub zanieczyszczenia mozna je
usunac przez wirowanie (10 000 g), a nastepnie
sterylna filtracje (0,22 uM).



Antysurowice zostaty zatwierdzone do
serotypowania wytacznie za pomoca
opisanych ponizej metod.

Nie nalezy stosowac antysurowic, ktore
przypadkowo zostaty zamrozone.

Badany szczep musi by¢ hodowany na
nieselektywnej ptytce agarowej. Nalezy
upewnic sig, ze szczep jest czystg hodowla.

Przed przystapieniem do badania nalezy
pozostawic¢ sktadniki zestawu do wyréwnania
temperatury pokojowej.

Nie nalezy miesza¢ sktadnikéw danej serii
z elementami z innych serii.

Nie nalezy stosowac antysurowic po uptywie
ich terminu waznosci.

Sprawdzic fiolki przed uzyciem, aby upewnic sie,
ze sg nienaruszone. Wszelkie uszkodzone fiolki
nalezy wyrzucié.



Materiaty dostarczone

Zestaw Sero-Quick ID Salmonella firmy SSI
Diagnostica sktada sie z jednej fioli kazdej
z nastepujacych surowic: O:4 - O:9 - H:i - Him - H:2 -
H:q,s,t,p,u-SG2iSG6 (patrz tabela ).

Antysurowice s3 dostarczane w butelkach
z kroplomierzem zawierajacych 3 ml gotowych do

uzycia antysurowic.

Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Nieselektywne podtoze agarowe (np.agar
z ekstraktem wotowym)

Sél fizjologiczna pH 7,4

Eza do zaszczepiana lub wykataczka

Szkietka szklane
Inkubator (35-37°C)

Dodatkowe materiaty dla inwersji faz

+ Sterylne szalki Petriego (Srednica wynoszaca 6 cm)
» taznia wodna (>90°C)

+ Agarswarm

+ Pipeta



Przechowywanie i stabilnosé
Data waznoéci jest wydrukowana na etykietach.

Antysurowice Salmonella musza by¢
przechowywanewtemperaturze2-8°Ciwciemnym
miejscu. Nie zamrazaé. Przechowywane w tych
warunkach antysurowice moga by¢ uzywane do
daty waznosci podanej na etykiecie produktu.

Na stabilnos¢ podczas stosowania nie ma wptywu
praca z surowicg na stole przez caty dzien, jezeli jest
ona przechowywana w temperaturze 2-8°C, gdy
nie jest stosowana, przez okres nie dtuzszy niz 4 lata
od daty produkcji.

Surowice  Salmonella  zostaty zbadane po
przechowywaniu w temperaturze 37°C przez okres
do czterech tygodni. Antysurowice byty nadal
w petni sprawne.



Srodek konserwujacy
Surowice Salmonella zawierajg mniej niz 0,1%
azydek sodu (NaN,) jako srodek konserwujacy.

Zbieranie prébki i przechowywanie

W  przypadku przechowywania prébek nalezy
postepowac zgodnie z lokalng standardowa
procedura.

Kontrola jakosci

Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ fiolki, aby upewnié
sie, ze nie ma uszkodzer i/lub wyciekéw. W przypadku
uszkodzenia lub wycieku wyrzucic fiolke.

Jako kontrole negatywna stosuje sie sdl
fizjologiczng w celu potwierdzenia, ze szczep nie
ulega samoaglutynacji.

Procedura
Rozpocza¢ od badania szczepu/hodowli za pomoca
antysurowicy O:4i O:9.



W  przypadku szczepdw O:4  pozytywnych
postepowac z antysurowicami zgodnie
z diagramem sekwencji dziatan (patrz rysunek
1). Zbada¢ szczep za pomoca antysurowic
H:i i H:2, aby znalez¢ pierwsza faze H. Jesli reakcja
dla H:i jest pozytywna, to jest to pierwsza faza.
Druga faze stwierdza sie przez inwersje fazy
H z dodatkiem surowicy SG2 w miekkim agarze
w celu zahamowania ekspresji antygenu
H:i. Nastepnie wykonaé¢ test z surowica
H:2. Jesli reakcja jest pozytywna to szczep jest S.
Typhimurium. Jedli pierwsza faza jest H:2, dodac¢
SG6 do miekkiego agaru w celu zahamowania
ekspresji antygenu H:2.

W przypadku szczepdéw 09  pozytywnych
postepowac z antysurowicami zgodnie
z diagramem sekwencji dziatan (patrz rysunek
1). Nalezy upewni¢ sie, ze szczep roi sie przed
przystapieniem do serotypowania H. Zbadac szczep
za pomocy antysurowic H:m i H:q,s,t,p,u. Reakcja
H:m musi by¢ pozytywna, a reakcja H:q,s,t,p,u
ujemna, aby szczep byt S. Enteritidis.



Typowanie O O:4 Agar
pozytywne

lub
Typowanie H Agar lub
1faza P miekki
agar
'”Wef:ia w aSGazrze w :Gasrze Mikki
Y 9 9 agar
Typowanie H Agar lub
2 fazy p miekki
agar

S. Typhimurium
1,4,[5],12:i:1,2

Rysunek1: Typowanie S. Typhimurium oraz S. Enteritidis
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Typowanie O

pozytywne
Typowanie H

H:q,s,t,p,
Typowanie H AP

negatywne

S. Enteritidis
1,9,12:g,m:-

Agar

Agar lub
miekki agar

Agar lub
miekki agar



Aglutynacja szkietkowa z antysurowicami O i H

1.

Szczep Salmonella jest hodowany przez noc
w temperaturze 35-37°C na nieselektywnym
podtozu agarowym. Agar swarm jest najlepszym
podtozem do hodowli kultur do typowania
H. Antygenéw H nie mozna serotypowac na
nieselektywnym agarze.

. Nanies¢ mata krople surowicy (ok. 20 pl)

na szkietko szklane.

. Przenies¢ hodowle z 3 do 5 kolonii do kropli

surowicy i dobrze wymieszaé. llos¢ hodowli
powinna by¢ wystarczajgca do uzyskania
wyraznego mlecznego zmetnienia. Uzy¢ ezy do
zaszczepiania lub wykataczki.

. Przechyla¢ szkietko przez 5-10 sekund.

. Reakcje odczytuje sie gotym okiem, trzymajac

szkietko przed zréditem $Swiatta na czarnym
tle (o$wietlenie posrednie).

. Reakcja dodatnia jest widoczna jako aglutynacja

(patrz rysunek 2 reakcja A). Reakcja negatywna
polega na utrzymywaniu sie jednorodnego
mlecznego zmetnienia (patrz rysunek



2 reakcja B). Opdézniong lub staba aglutynacje
(po 10 sekundach) nalezy uznac¢ za negatywna.
Brak reakcji moze by¢ spowodowany szczepem
wyrazajagcym antygen Vi, szczepem nieobjetym
przez stosowane antysurowice lub szczepem nie

bedacym Salmonella.

Obecnos¢ antygenu Vi moze zakitdécac Ilub
uniemozliwia¢ aglutynacje w antysurowicach O.
Izolaty ujemne musza by¢zatembadane naobecnosé
antygenu Vi. Ze wzgledu na zmiennos¢ formy
antygenu Vi, wazne jest, aby wybra¢ pojedyncze
kolonie, poniewaz formy kolonii wyrazajace antygen
Visg bardziej nieprzezroczyste niz kolonie Vi ujemne.

Rysunek 2. Probka A jest reakcja pozytywng, a probka
B reakcja negatywna.



Inwersja fazy H na ptytke agarowa swarm
(metoda S. Garda)*

1.

N

W

(@]

Rozpusci¢ agar swarm np. w tazni wodnej
(>90°C), a nastepnie schtodzi¢ do 45°C.

. Nanies¢ 100 pl surowicy H do inwersji

faz (odpowiadajacej fazie, ktéra zostata
juz zidentyfikowana) na srodek matej, sterylnej
szalki Petriego (Srednica wynoszgca 6 cm).

. Wla¢ 10 ml agaru swarm na surowice, uzyskujac

ostateczne rozciericzenie 1:100.

Pozostawi¢ ptytke do zestalenia sie w miejscu
wylania w temperaturze pokojowej na 10-15 min.

. Zaszczepi¢ ptytke w centrum eza petna Swiezej

hodowli bakteryjnej z ptytki agarowej Ilub
hodowli bulionowej.



6. Inkubowac przez noc w temperaturze 35-37°C.

7. Do aglutynacji szkietkowej uzy¢ materiatu
hodowlanego zkrawedzistrefy wzrostu. Upewnic
sie, ze szczep roi sie az do krawedzi szalki Petriego
przed badaniem metodg aglutynacji szkietkowej
(patrz rysunek 3).

8. Jesli 100 pl antysurowic z inwersjg faz nie hamuje
catkowicie danej fazy, nalezy powtérzy¢ procedure
z kroku 2 uzywajac 200 pL antysurowic z inwersja
faz.Jedlidruga faza nie jest wyrazona, nie wyklucza

to posiadania przez szczep drugiej fazy.



Rysunek 3. llustracja inwersji fazowej jedno-
i dwufazowej hodowli Salmonella. Hodowla
monofazowa nieroisie (A),a hodowla dwufazowa
roi sie do krawedzi szalki Petriego (B).



Interpretacja wynikéw

Aglutynacja szkietkowa:

Reakcja dodatnia jest widoczna jako aglutynacja,
podczas gdy reakcja negatywna jest widoczna jako
jednorodne mleczne zmetnienie (patrz rysunek 2).

Nie nalezy interpretowac wynikéw po 10 sekundach,
poniewaz zadna reakcja widoczna po 10 sekundach
nie moze by¢ uznana za prawdziwy wynik pozytywny.

Jedli w ktérymé z etapdw pojawi sie wynik
negatywny, dany szczep nie jest S. Typhimurium
ani S. Enteritidis. W tym przypadku wykonac¢ petne
serotypowanie wedtug Kaufmanna White'a.

Inwersja fazy:

W hodowli Salmonella zazwyczaj wystepuje tylko
jedna faza dominujaca, ktéra nazywana jest faza
1 i faze te mozna oznaczy¢ na agarze swarm bez
dodawania surowicy inwersji fazy. Faza 2 jest oznaczana
przez dodanie do agaru swarm odpowiedniej surowicy
inwersyjnej dla fazy 1. Pozwala to bakteriom na rojenie
sie poprzez ekspresje antygendw drugiej fazy H. Faza
moze by¢ serotypowana przy uzyciu surowicy H do
aglutynacji szkietkowe;j.



Utylizacja

Nalezy przestrzegaé lokalnych procedur i/lub
krajowych wytycznych dotyczacych utylizacji
materiatéw biologicznych.

Ograniczenia

Hodowla musi by¢ potwierdzona jako Salmonella
przed okresleniem serotypu przy uzyciu

antysurowic firmy SSI Diagnostica.

Antysurowice z inwersja fazy nie moga

by¢ stosowane do aglutynacji szkietkowej,

a antysurowice do aglutynacji szkietkowej nie
moga byc¢ stosowane do inwersji fazy, mimo ze s
skierowane przeciwko temu samemu antygenowi.

Brak reakcji moze by¢ spowodowany szczepem
wyrazajacym antygen Vi, szczepem nieobjetym
przez stosowane antysurowice lub szczepem nie
bedacym Salmonella.

S. Hilligdon (9,46:9,m:-) nie mozna odréznic od
S.Enteritidis przy uzyciu tego zestawu, poniewaz
obydwa seroptypy beda dodatnie w 0:9i H:m oraz
ujemne w H:q,s,t,p,u. Czestos¢ wystepowania S.
Hilligdon jest jednak bardzo niska.
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Wydajnosé
Czutosé, swoistosé i powtarzalnosé

Ogélne wyniki antysurowic Salmonella

Odsetek (liczba 95%

D wiaga | preediat

pozytywnych) ufnosci
Czutose 96% (271/282) 93-98
Swoistosc 99% (287/290) 97-100
Powtarzalnos¢ | 98% (880/898) 97-99

Tabela 2. Czuto$¢, swoistos¢ i powtarzalnosé dla antysurowicy
Salmonella w zestawie Sero-Quick ID Salmonella

Odtwarzalnos¢

Odtwarzalnos¢ w obrebie réznych grup antysurowic
i wszystkich antysurowic facznie wynosi 100%
(99%-100%). Dlatego wszystkie produkowane
antysurowice majg wysoki poziom odtwarzalnosci
w czasie i serii.

Zgtaszanie incydentéw

Kazdy powazny incydent, ktéry miat miejsce
w  zwiazku z wyrobem, nalezy zgtosi¢ wytwdrcy
i whasciwemu organowi panstwa cztonkowskiego,
w ktérym uzytkownik i/lub pacjent ma siedzibe.
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Certyfikat jakosci
Rozwdj, produkcja i sprzedaz diagnostyki in vitro przez
firme SSI Diagnostica sa zapewnione pod wzgledem
Jjakoscii certyfikowane zgodnie z ISO 134852
Ol igy fyarsm
DS/EN c €

Preaale bermik s 130 13485 18350
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